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Jelen doktori munka célkitűzései között szerepelt az ABCG2 gén-kifejeződés 
szabályozása újabb, transzkripciós és transzlációs szintű mechanizmusainak feltárása, valamint 
az ilyen vizsgálatokhoz szükséges génbeviteli módszertan fejlesztése.  
Az ABCG2 egy, a rákos sejtekre jellemző multidrog-rezisztencia kialakulásáért is 
jelentős részben felelőssé tehető xenobiotikus transzmembrán-transzporter, melynek mutációi 
ezen felül számos betegségre való hajlammal (köszvény, protoporfíria) is összefüggésbe 
hozhatók, valamint fontos szerepet játszik a különféle őssejt-populációk védelmében és 
fenntartásában. Mindebből kitűnik, hogy a gén expressziójának részletes megismerése, 
szabályozási útvonalainak feltárása különösen fontos az orvostudomány számára is. Eddigi 
ismereteink a gén endogén kifejeződésének szövet- és sejtvonal-specifikus jellegzetességeire, 
a környezeti ingereket közvetítő szignalizációs útvonalak szerepére, valamint az ABCG2 
mRNS-t célzó mikro RNS-es funkciójára terjedtek ki elsősorban. Jóval kevesebb információ 
áll azonban rendelkezésre az ABCG2 gén esetében leírt többféle, egymástól függetlenül 
szabályozódó promóter régió szerepéről, valamint arról, hogy az alternatív promóterhasználat 
következtében keletkező változatos első exoni szekvenciák hozzájárulnak-e az expresszió 
poszt-transzkripciós és transzlációs szabályozásához. Mivel ezek az első exoni szekvencia-
változatok az mRNS 5’ nem-kódoló (UTR) régióját alkotják, ezért vizsgálatukra eddig jóval 
kevesebb figyelem irányult, mint a kódoló régió, vagy a miRNS-kötőhelyeket tartalmazó 3’ 
UTR vizsgálatára. A más gének esetében leírt szabályozó funkciók, valamint az ABCG2 5’ 
variánsainak szövetspecifikus eloszlása azonban arra utal, hogy az 5’ exon variánsoknak 
lényegi szerepük lehet a génexpresszió finomhangolásában.  
Mindezek miatt munkánk céljául az alábbiakat tűztük ki: 
1. Egységesítjük az eddig leírt, illetve adatbázisokban található fő 5’-UTR variánsok 
elnevezéseit. Validáljuk a leírt szekvenciákat és a sejtvonal-specifikus expressziójukat, 
mielőtt további vizsgálatokat végeznénk. 
2. Megvizsgáljuk ezen variánsok endogén expressziójának mintázatát különböző 
kemoterápiás szerekkel történő kezelés hatására, különféle sejtvonalakon. 
3. Megvizsgáljuk, hogy a variánsok milyen szerepet töltenek be, és milyen kifejeződési 
mintázatot mutatnak normál, és kemotoxikus stressznek kitett őssejtekben.  
4. Olyan mechanizmusokat keresünk, melyek hozzájárulhatnak az 5’ UTR változatok 
poszttranszkripciós és transzlációs szabályozásban betöltött szerepéhez. Ilyen 
mechanizmus lehet többek közt az mRNS stabilitásának megváltozása, vagy az 
alternatív transzlációs indítóhelyek kialakítása. 
5. Kialakítunk és optimalizálunk olyan Sleeping Beauty transzpozon alapú génbeviteli 
rendszert, melynek segítségével az ABCG2 mint transzgén egyszerűen és hatékonyan 
juttatható be emlős genomokba, akár őssejtek esetében is. Ez jelentősen elősegítheti a 






A doktori kutatás során számos molekuláris biológiai módszert és mérési metódust 
használtunk fel, hogy feltett kérdéseinket megválaszolhassuk, hipotéziseinket igazolhassuk.  
A vizsgált első exon variánsok szekvenciáit MCF-7/Flv sejtekből izolált teljes RNS-
ből átírt komplementer DNS-ből klónoztuk. Ehhez az adott első exon 5’ végére specifikus 
szensz primereket és a második exon egy szakaszára tapadó, közös antiszensz primert 
használtunk. A primerek a felismerő szekvencián kívül restrikciós emésztőhelyet (NheI és 
BspEI) is tartalmaztak, mely által az amplifikált szekvenciákat a csoport által korábban 
kialakított és alkalmazott expressziós plazmidokba illeszthettük.  
Az izoformák endogén expresszióját több sejtvonalban is megvizsgáltuk: HEK293, 
HUES1, HUES4, HUES9, MCF-7, MCF-7/Mx, MCF-7/Flv és CHRF.  Az MCF-7/Mx és 
MCF-7/Flv a parentális MCF-7 sejtvonal mitoxantronnal, illetve flavopiridollal szelektált 
változatait jelöli. Az endogén expresszió mennyiségi jellemzése reverz transzkripciós 
kvantitatív Real-Time PCR módszerrel (RT-qPCR) történt, melyhez az egyes 5’ UTR régiókra 
specifikus TaqMan próbákat terveztünk. A specifikus szensz primerek, valamint a jelölt próbák 
a változó első exoni szekvenciák 3’ végén tapadnak, így ezek biztosították az mRNS izoformák 
elkülöníthetőségét. Hatékonyságukat, az esetleges keresztreakciókat az exon szekvenciákat 
kódoló plazmidok hígítási soraival ellenőriztük.  
Az izoformák mRNS-stabilitásának megmérése és összehasonlítása szintén endogén 
expresszió alapján történt a mind a négy izoformát kifejező MCF-7/Flv sejtvonalban. A sejteket 
ehhez egy transzkripciós gátlószerrel, actinomycin D-vel kezeltük, majd a következő 24 órában 
nyomon követtük az RNS mennyiségek változásait a fentebb vázolt specifikus RT-qPCR 
alkalmazásával.  
Az alternatív 5’ UTR szekvenciák teljes génexpresszióra kifejtett hatását mesterséges 
expressziós rendszerben vizsgáltuk meg. Ehhez a fentebb említett, GFP-transzgént is 
tartalmazó expressziós plazmidokat transzfektáltuk endogén ABCG2-fehérjeexpressziót nem 
mutató HEK293 sejtekbe. A négyféle mRNS izoformát négyféle plazmid kódolta, a GFP 
transzgén pedig minden esetben a transzfekciós hatékonyság megállapítására, valamint a 
fehérjeszintű és mRNS-szintű mérések kontrolljaként szolgált. A különböző mRNS-
izoformákat expresszáló sejtek populációiban megmértük és összehasonlítottuk az ABCG2 
fehérje sejtfelszíni mennyiségét, aktivitását, teljes mennyiségét és az ABCG2 mRNS 
mennyiségét.  
A fehérjeszintű expresszió kvantitatív mérése az alábbi módszerekkel történt: 
1. Alexa 647 festékkel konjugált 5D3 antitest alkalmazásán alapuló immunfluoreszcens 
jelölés és ezt kvantitáló áramlási citometriás eljárás (FACS). Az 5D3 antitest jelölését 
megelőzően az általános gyakorlatnak megfelelően az ABCG2-t expresszáló sejteket a 
Ko143 specifikus inhibitor hozzáadásával kezeltük, hogy növeljük a kimutatás 
hatékonyságát (Özvegy-Laczka és mtsai., 2005) 
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2. Mitoxantron kipumpálásán alapuló fluoreszcens citometriás vizsgálat szintén FACS 
berendezés felhasználásával. Ezzel az úgynevezett mitoxantron-efflux esszével az 
ABCG2 aktivitása jellemezhető mennyiségi módon.  
3. Western blot a teljes, sejtben található fehérje szemi-kvantitatív mennyiségi 
jellemzésére. A western blothoz BXP-21 elsődleges antitestes használtunk.  
A mérési eredmények statisztikai kiértékelése az R programcsomag segítségével történt 
Student t-próba alkalmazásával. Az mRNS stabilitás meghatározásakor a bomlási görbéket az 
Origin3.5 szoftver segítségével illesztettük a mért expressziós értékek alapján („exponential 













1. Az ABCG2 eddig leírt, fő első exoni szekvenciáit kivétel nélkül azonosítottuk endogén 
expressziót mutató humán sejtvonalban. A korábbi eredményeknek megfelelően mi is 
megtaláltuk az E1B és E1C splice-variánsokat, és ezen kívül igazoltuk az E1A jelenlétét 
magas ABCG2-expressziót mutató MCF-7 sejtekben. Az E1U variáns expresszióját 
csak kevés esetben figyeltük meg. A szekvenciák validálásával párhuzamosan az azok 
elnevezéseiben korábbi publikációk során megfigyelhető esetleges 
következetlenségeket is számba vettük, és egységesítettük a nevezéktant. 
 
 
2. Alátámasztottuk a korábbi megfigyeléseket, hogy a mitoxantronnal vagy flavopiridollal 
történő szelekció eredményeként kialakuló rezisztens sejtvonalakban megemelkedik az 
ABCG2 expressziója. Ezt nem csak a teljes ABCG2 mRNS-populáció esetében 
figyeltük meg, hanem a parentális MCF-7 sejtvonalban jelenlévő E1B, E1C és E1A 
variánsok esetében is. A két drog eltérő hatására, a sejtek különböző válasz-
mechanizmusára utalt, hogy az E1U variáns csak a flavopiridollal szelektált MCF-7 
sejtekben jelent meg. 
 
 
3. Megvizsgáltuk az izoformák expressziós mintázatát humán embrionális őssejteken, 
konkrétan HUES1, HUES4 és HUES9 sejtvonalakon. A korábbi eredményekkel 
összhangban az E1U expresszióját nem detektáltuk, az E1A azonban relatíve nagyobb 
mennyiségben volt jelent a konstitutív E1B/E1C variánsokhoz képest, mint az MCF-7 
sejtekben. Ezt követően HUES9 sejtekben vizsgáltuk meg az ABCG2 fehérje- és 
mRNS-szintű expressziójának időbeli lefutását normál, illetve xenobiotikus stresszt 
indukáló körülmények között. Korábban is ismert volt, hogy az őssejtek 
differenciációjuk során elvesztik ABCG2 expressziójukat. Ezt a jelenséget mi is 
megfigyeltük, mind a xenobiotikus stressz miatt indukált differenciációt mutató, 
mitoxantronnal kezelt, mind pedig a lassabb, spontán differenciációt mutató kontroll 
sejtpopulációkban. Azonban jelentős különbségként adódott, hogy az E1A variáns 
szintje a kontroll sejtekben állandó maradt, miközben az E1B/E1C variánsok és a teljes 
ABCG2 mRNS szintje jelentősen lecsökkent a kezelt és kontroll sejtekben is.   
 
 
4. Mesterséges expressziós rendszerben végzett kísérleteink során jelentős különbséget 
találtunk az E1U izoformát expresszáló sejtek és a többi izoformát expresszáló sejtek 
között. Az E1U izoforma esetében az ABCG2 sejtfelszínen detektálható mennyisége 
60%-kal kevesebbnek, az mRNS szinten mérhető mennyisége 30%-kal kevesebbnek 
adódott, és jelentős csökkenést észleltünk western blot módszerrel is. A többi variáns 





5. Mivel eredményeink azt mutatták, hogy mind az E1A, mind az E1U egyedi viselkedést 
mutat bizonyos sejtvonalakban és bizonyos körülmények között, megvizsgáltuk, hogy 
tartalmaznak-e speciális szekvenciális szabályozó-elemeket, melyek magyarázhatják a 
funkcionális jelentőségüket. In silico módszerekkel az E1A variánsban azonosítottunk 
egy potenciális upstream, in frame helyzetű transzlációs iniciációs GTG kodont, az 
E1U variánsban pedig egy upstream kódoló szakaszt (open reading frame), mely ATG 
kodonnal kezdődött. Mivel irodalmi adatok alapján mindkét esetben elképzelhető volt 
a transzlációs aktivitás, ezért a fentebb bemutatott mesterséges expressziós rendszerben 
megvizsgáltuk ezen elemek funkcióját, de az E1A esetében negatív eredményt kaptunk, 
az E1U esetében pedig nagyon gyenge aktivitást.  
 
 
6. Kialakítottunk és HEK293, HeLa, valamint őssejt-vonalakban teszteltünk egy Sleeping 
Beauty transzpozon-kazettát mozgató, hiperaktív SB100x, SB32 vagy SB11 








Jelen doktori kutatás során részletesen megvizsgáltuk az ABCG2 expressziójának 
szabályozásában feltehetőleg szerepet játszó négyféle 5’ UTR mRNS izoforma expressziós 
mintázatát és hatékonyságát különböző körülmények között. Ehhez először igazolnunk kellett, 
hogy az általunk vizsgált szekvenciák valóban megfelelnek a korábban irodalomban leírt és 
vizsgált izoformáknak (Nakanishi és mtsai. 2006; Apáti és mtsai. 2008; Campbell és mtsai. 
2011), valamint rögzítenünk kellett a korábban nem következetesen alkalmazott 
elnevezéseiket, hogy biztosítsuk a vizsgálataink és az esetleges későbbi kutatások 
összehasonlíthatóságát. Vizsgálataink során alátámasztottuk, hogy az ABCG2 mRNS 
izoformáinak expressziója jellegzetes, szövet- és sejtvonal-specifikus mintázatot mutat 
(Maliepaard és mtsai. 2001; Sarkadi és mtsai. 2004). Míg az először leírt (Bailey-Dell és mtsai. 
2001) E1B/E1C variáns jelenléte általánosnak tekinthető, addig az E1A variáns csak az 
ABCG2-t magas szinten kifejező sejtekre jellemző, mint bizonyos rákos sejtvonalak 
(Nakanishi és mtsai. 2006; Campbell és mtsai. 2011), őssejtek (Apáti és mtsai. 2008) és a 
méhlepény (Campbell és mtsai. 2011). Az E1U variánst pedig szinte kizárólag megakariocita 
jellegű sejtvonalakban (például CHRF) és dendritikus sejtekben (Apáti és mtsai. 2008) 
figyelték eddig meg, és úgy tűnt, hogy az expressziós szintjének funkcionális jelentősége is 
lehet például a megakarioblasztikus leukémia várható túlélési arányával mutatott asszociációja 
miatt (Campbell és mtsai. 2011). Mivel jelen kutatásunk keretei között az E1U expresszióját 
MCF-7 sejtekben is megfigyeltük, amennyiben azok flavopiridollal voltak szelektálva, 
megerősítettük a hipotézist, miszerint az E1U szabályozása a többi variánstól független 
útvonalak által regulált. A megfigyelés rámutatott továbbá arra is, hogy bizonyos celluláris és 
xenobiotikus kontextusban az E1U jelenléte plusz előnyt biztosíthat a túlélő sejteknek. Hasonló 
következtetéseket vonhatunk le az E1A variánssal kapcsolatban, mely őssejtekben mutatott 
egyedi viselkedést. Mivel expressziójának jellege hasonló képet mutatott a pluripotencia 
kontrollálására használt Oct4 és Nanog transzkripciós faktorok szintjéhez, ezért feltételezhető, 
hogy a többi variánstól eltérően valamilyen őssejtspecifikus szabályozás alatt áll. Korábban 
megfigyelték, hogy az E1A és E1C variánsok különbözőképpen reagálhatnak szignalizációs 
útvonalakra (de Boussac és mtsai., 2012), de a jelenség őssejtekben eddig ismeretlen volt.  
Habár az izoformák stabilitásában nem találtunk szignifikáns különbséget, az E1U-t 
expresszáló sejtekben mért alacsonyabb ABCG2 szint alátámasztotta, hogy az első exonok nem 
csak az alternatív transzkripciós események miatt vannak jelen a sejtekben, hanem funkcionális 
jelentőségük is van. Az emögött potenciálisan húzódó mechanizmust részletesebben 
megvizsgáltuk az E1A és E1U esetében. Az előbbiben jelenlévő upstream helyzetű, in frame 
GTG kodon lehetőséget teremthetne a fehérje lokalizációjának és funkciójának modulálására 
alternatív transzlációs indítás biztosításával (Touriol és mtsai., 2003), ezt a hipotézist azonban 
nem tudtuk igazolni. Az E1U exonban található uORF lehetne potenciális forrása a transzlációs 
gátlásnak, de gyenge aktivitása is arra utalt, hogy más, eddig feltáratlan mechanizmusok is 
felelősek az erre a variánsra jellemző transzlációs gátlásért, melyet már korábban is 
megfigyeltek (Campbell és mtsai., 2011). 
A kísérleti eredményeink kapcsán felmerült újabb kérdések megválaszolása olyan 
metodika kidolgozását és alkalmazását igényelheti, mellyel hatékonyabb stabil transzgenikus 
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expresszió valósítható meg. Ezt segítheti a munkánk során őssejtekre is optimalizált Sleeping 
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